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RAPPORTO FINALE SULLE ATTIVITA' DEL GRUPPO EURATOM 
PER LE RADIAZIONI E LA CITOGENETICA UMANA 
DELL'UNIVERSITA' DI PAVIA "") 
Il Gruppo Euratom ha iniziato l 1attività di ricerca vera e propria 
nell I estate 1963, dopo una prirr..a fase di lavoro organizzativo e di 
sistemazione dei locali messi a disposizione da questa Università 
presso l'Istituto di Anatomia Patologica della Facoltà di Medicina. 
La direzione del Gruppo è stata assunta dal Dr. M. Fraccaro, fun-
zionario dell'Euratorr che all'atto della assunzione esercitava la sua 
attività a Oxford, Gran Bretagna. 
L'attività scientifica del Gruppo si è articolata lungo diverse linee 
di ricerca, accomunate da un filo conduttore unico, che nello spirito 
del contratto, è stato quello di provvedere conoscenze approfondite 
di citogenetica umana e sperimentale quale premessa fondamentale 
alla conoscenza ed alla stima degli effetti delle radiazioni ionizzanti 
su vari sistemi mitotici e meiotici. 
L'attività scientifica principale è documentata da 70 pubblicazioni 
scientifiche {vedi elenco in appendice) alle quali si fa riferimento 
nella sintesi che segue. 
1 - RICERCHE DI COLTURA IN VITRO DI CELLULE SOMATICHE 
a) Effetto dell'attinomicina {pubblicazioni 11, 14, 30, 37)o 
E' stato studiato 11effetto delllantibiotico attinomicina sul ceppo cellula-
re stabilizzato EUE, usando diversi metodi compreso quello dei cloni 
cellulari 0 L'antibiotico arresta la crescita cellulare già a dosi molto 
basse. E 1 stato studiato anche l'effetto sulla morfologia cellulare con 
*) Manoscritto ricevuto il 27 gennaio 1969 
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dimostrazione che il nucleolo è affetto selettivarnente. Si è ottenuta la 
prima dimostrazione autoradiografica della localizzazione preferenzia-
le delle attinomicine A e D nel nucleo e sui crorrnsomi, mediante l'uso 
di attinorr.icina tritiata, allora ottenuta per la prima volta per via bio-
logica dal Prof. O. Ciferri dell'Università di Pavia. Durante la ricer-
ca si è scoperto che l'attinomicina produce rotture cromosomiche ed il 
fenomeno è stato studiato anche quantitativamente. 
b) Marcatori cellulari (21, 29, 56, 65). 
Si è dimostrato che la fitoemagglutinina ha la capacità di agglutinare 
aspecificamente vari tipi di cellule coltivate in vitro. L'osservazione 
che il fenorr..eno è in parte reversibile indica la possibilità di usare 
queste sostanze per l 1identificazione di marcatori cellulari in colture 
in vitro. 
Si è ottenuta la prima osservazione della presenza di granulazioni 
metacromatiche nel citoplasrra di fibrohlasti coltivati in vitro ottenuti 
da soggetti con sindrome di Morquio, rivelando così 11esistenza di un 
marcatore cellulare potenzialmente utile per studi genetici in vitro. 
Negli stessi fibroblasti e in quelli provenienti da soggetti con sindrome 
di Hurler si è dimostrato mediante autoradiografia che la localizzazione 
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del solfato S corrisponde a quella della metacromasia. 
In coltura a lungo termine è stata studiata la variabilità dei diversi 
cariotipi in mosaici cromosomici di vario tipo. Di rilievo la dimostra-
zione che 11isocromosorra X è stabile in vitro, fatto che indica una sua 
efficiente meccanica di divisione. 
2 - RICERCHE DI RADIOBIOLOGIA (7, 46). 
Si è usata acqua tritiata corr.e mezzo per ottenere irradiazione continua 
a bassa dose di cellule di linea coltivate in vitro. I parametri usati per 
stimare l'effetto della radiazione sono stati l'efficacia di piastramento 
e dimensione dei cloni cellulari data come numero medio di cellule per clone. 
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Tale metodo ha permesso di rn2ttere in evidenza effetti in genere non 
evidenziabili. Con una dose di 30 rads/24 h non vi è differenza con i 
controlli usando la efficacia di piastramento al 15° giorno di tratta-
mento, ma una differenza significativa nelle 11 dimensioni clonali11 è 
stata messa in evidenza già al 6° giorno, indicante un rallentamento 
nella crescita della popolazione irradiata. 
3 - RICERCHE DI CITOGENETICA UJvfANA 
a) Il cariotipo delPuomo (8, 10, 38, 43, 57, 70). 
Vari problerri generali di citogenetica umana sono stati trattati nelle 
pubblicazioni 8, 10, 38. 
I dettagli rrorfologici del bivalente XY dell 1uorrn sorre appare alla dia-
cinesi e metafase della prima divisione rn2iotica sono stati studiati per 
la prima volta e hanno perrn2sso di indicare che la rrodalità di associa-
zione dei due cromosomi è braccio lungo Y- braccio corto X. 
In collaborazione con l'Istituto di Biorr.etria dell'Università di Milano 
(Prof. G. A. 1'v1a.ccacaro) si è affrontato il problema della autorratizza-
zione dell'analisi del cariotipo umano rn2diante calcolatore elettronico. 
Il Gruppo Euratom fornisce in questa ricerca la competenza citologica. 
Per questi problerri si sono avuti contatti anche con il centro di calcolo 
del centro Corrune di Ricerche di Ispra. 
Il Dr. Fraccaro è stato tra i firmatari della nuova norr.enclatura per la 
standardizzazione in Citogenetica Urrana elaborata alla 11 Chicago Con-
ference: Standardization in hurnan cytogenetics (57). 
b) Anomalie dei cromosomi del sesso (1, 2, 3, 4, 9, 13, 17, 22, 28, 
42, 47, 49, 50). 
Si è contribuito con varie ricerche alla definizione del primo esempio 
di anomalia di struttura del cromosoma X nell'uorr.o, l'isocrorrx>sorr.a per 
le braccia-lunghe dell 1X già scoperto da Fraccaro & Lindsten nel 1960. 
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Mediante lo studio di farriglie informative con questa anomalia si è 
ottenuto evidenza che i geni per il gruppo sanguigno Xg sono pro ba-
bilmente sul braccio <Drto del crorr.osoma X. 
Si è dimostrato che il contenuto rr.edio di DNA, stimato fotorretrica-
mente, della crorr.atina del sesso è proporzionale alla quantità di ma-
teriale cromosomico presente nel crorrosoma X. La stessa proporzio-
nalità si è dimostrata per llarea dei 11 drurrsticks 11 dei polimorfonucleati. 
Si è giunti a queste conclusioni studiando arrirralie di struttura per ec-
cesso (isocromosomi) e per difetto (delezioni) del cromosoma X 0 Si è 
così dimostrato indirettamente la validità dell'ipotesi che è tutto il 
cromosoma X che forma il corpo di Barr. 
Si sono studiati in dettaglio vari casi di anomalie delle sviluppo sessuale 
nell 1uomo con particolare riguardo al problerra dell'interazione fenotipo -
cariotipo e quello del ruolo del cromosoma Y nel controllo dello sviluppo 
sessuale. 
c) Anomalie degli autosorri (10, 12, 19, 23, 26, 32, 39, 45, 59, 61, 66). 
In collaborazione con il gruppo del Dr. Jo Lindsten dell'Ospedale Karo-
linska di Stoccolma si sono studiati diversi casi di anorralie nurreriche 
e strutturali degli autosoni a livello meiotico. Si è potuto così pubblica-
re il primo esempio nella specie urr.ana di traslocazione reciproca tra due 
autosorr.i diagnosticata anche a livello meiotico mediante 11evidanziazione 
di quadrivalenti alla diacinesi di spermatociti primari. 
In un altro caso si è diagnosticata mediante la visualizzazione dei cro-
mosomi meiotici una traslocazione reciproca che non era evidente, e 
perciò non diagnosticabile, nei cromosomi mitotici. Lo studio di questa 
farriglia ha inoltre permesso di rivelare la possibile localizzazione del 
locus per il gruppo sanguigno Kidd su uno dei due autosorr.i (il N° 2) im-
plicati nella traslocazione. 
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Un ulteriore indicativo eserrpio è quello del reperimento nelle varie 
fasi del ciclo meiotico di un piccolo crorr.osorra. soprannumerario dia-
gnosticato in precedenza nelle cellule somatiche di un soggetto di ses-
so maschile. Questo caso mette in rilievo per la prima volta l'impor-
tanza dello studio dei crorrnsomi meiotici per le prognosi genetiche. 
E' stata descritta una nuova 11 malattia cromosomica11 , la presenza 
di un piccolo cromosoma soprannumerario in tre soggetti con colo-
borra. dell'iride e atresia anale, Tale ricerca è stata eseguita in col-
laborazione con il Dr. W. Schmid, Zurigo. L 1accertam.ento dei tre casi, 
è avvenuto indipendentemente, due a Zurigo e uno (fam.iliare) a Pavia, 
e questo fatto è indicativo della relazione diretta tra cariotipo e fenotipo. 
4 - RICERCHE SULLA MODALITA' DI REPLICAZIONE DEL DNA 
CROMOSOMICO MEDIANTE USO DI PRECURSORI MARCATI 
(2, 15, 20, 33, 44, 51, 52, 53, 55, 58, 62, 63, 64, 68, 69). 
a) Cromosomi. dell 1uorn::>o 
Un gruppo di ricerche ha indagato le modalità di duplicazione dei 
cromosomi X in casi di anomalie di nurr.ero e di struttura. In com-
plesso queste ricerche hanno permesso di determinare con sicurez-
za il fatto che quando un cromosoma X è strutturalmente abnorme 
(isocromosorr.i, delezioni, anelli) o presente in eccesso del numero 
normali esso è sempre 11 caldo11 , cioè duplica il suo DNA in maniera 
asincrona rispetto al resto del complemento, Queste ricerche fecero 
prevedere importanti peculiarità nel ciclo biologico dei cromosomi. 
del sesso nei mammiferi, come in seguito ampiamente confermato. 
E 1 stata eseguita una ricerca qualitativa e quantitativa sulle modalità 
di replicazione dei cromosomi. 21-22 in cellule da individui mosaici 
per la trisomia 21, L'uso di popolazioni miste di cellule trisomiche 
e normali è risultato metodologicamente rilevante in quanto il confronto 
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tra i due tipi cellulari avviene in ambiente e condizioni sperimentali 
costanti. Si è concluso che se pure vi è una distribuzione di 3 =:/= 2 
nella marcatura dei 5 cromosomi presenti nelle cellule trisomiche 
vi è pure un notevole grado di 11 confounding" e perciò i dati autora-
diografici sui cromosorr..i del gruppo G vanno interpretati con cautela. 
b) Crorn:>somi somatici di Drosophila rrelanogaster 
Queste ricerche sono eseguite in collaborazione con il gruppo del 
Prof. C. Barigozzi dell'Università di Milano, che ha messo a punto 
un metodo per la coltivazione in vitro di cellule embrionalio I crorrn-
somi aomatici sono stati marcati in cellule coltivate in vitro a breve 
termine. In questa ricerca, che è la prima del genere, si è rivelata 
una quasi perfetta corrispondenza tra localizzazione genetica della 
eterocromatina e segrrenti cromosomici che replicano in ritardo. In-
fatti, nelle cellule maschili il cromosorra. Y, le regioni centro~riche 
dell 1X e degli autosomi II e III sono 11 caldi ''o Per di più si è riscon-
trato che i due crorr..osorr..i IV sono con tutta probabilità 11 replicatori 
tardi", risultato questo di notevole interesse. Lo stesso tipo di pattern 
si è riscontrato anche nelle cellule femminili, nelle quali i due cromo-
somi X sono sincroni tra di loro. Si è anche eseguito uno studio di mar-
catura in vivo, iniettando larve ed eseguendo i preparati direttamente 
da gangli cerebrali, e i risultati sono stati in accordo con quelli otte-
nuti in vitro. E I stata iniziato anche uno studio di diverse traslocazioni 
implicanti il cromosoma Y e auto so mi in diverse condizioni di conti-
guità tra eterocromatina dell1Y ed eu-ed eterocromatina degli auto-
somi. Tali ricerche erano in pieno svolgimento allo scadere del con-
tratto. 
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c) Cromosomi del sesso in cellule somatiche e della linea germinale 
di vari mammiferi. 
Il ciclo di duplicazione dei cromosomi. del sesso del cane è stato stu-
diato in vivo e in vitro. Gli esperirnmti di rmrcatura del mi.dallo osseo 
hanno dimostrato, per la prima volta, che l'X 11 caldo 11 è un fenomeno 
presente anche in vivo e non solo in vitro. Si è fatto anche notare che 
la cellula del cane è un ottimo strumento per lo studio del crorrusoma 
X che è in questa specie morfologicamente individua bile. 
Un gruppo di ricerche sulle rrudalità di replicazione dei cromosomi 
del sesso nelle mitosi spermatogoniali e la comparazione con altri 
sistemi cellulari nello stesso animale ha dato questi risultati princi-
palio 1) Il crorr.osorm Y degli sperrmtogoni è l'ultimo a terminare la 
sin te si ed è estremamente asincrono nelle seguenti specie: topo, ratto, 
Apodemus flavicollis e Apodemus sylvaticus,, hamster Siriano {Néso-
cricetus auratus) e hamster Cinese {Cricetulus griseus). La costanza 
e la diffusione del fenomeno indicano un suo importante significato bio-
logico che merita ulteriore approfondimento. Nel topo e nel ratto la com-
parazione della cronologia e della modalità di replicazione del DNA cro-
rrnsomico in cellule somatiche e della linea germinale ha rivelato diffe-
renze nella durata del periodo G tra cellule di diversi sistemi mar-
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cate in vivo. Questo sia entro la stessa specie che entro lo stesso indi-
viduo. Evidenti anche differenze tra specie diverse. Confronti sono 
stati eseguiti in parallelo anche con cellule coltivate in vitro. Notevole 
qui il fatto che il cromosoma Y è negli spermatogoni rrulto più 1caldo" 
di quanto non sia nelle 
in vitro. 
cellule sorratiche degli stessi animali coltivate 
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E' stato corr.piuto un dettagliato studio autoradiografico di una traslo-
cazione X/ auto soma in una mucca. Si è trovato che ad es sere consi-
stentemente caldo non era il cromosoma X strutturalmente abnorme 
(come di regola si trova nell 1uorr.o) ma bensì il cromosoma X norrra -
le. Questa traslocazione si corrporta cioè come la traslocazione di 
Searle nel topo. Il risultato è di notevole importanza nel quadro del 
significato biologico generale della cronologia di replica del cromosoma X. 
Uno studio quantitativo della modalità di replicazione dei cromosomi del 
sesso della renna (Rangifer tarandus) ha permesso di determinare con 
notevole precisione la cronologia di replicazione nella ultima ora del 
periodo S. Si è sfruttato in questa ricercha il fatto che il cromosoma X 
di questa specie è morfologicamente individuabile. Il cromosoma Y è 
stato invece per la prima volta individuato mediante questo studio auto-
radiografico. Di notevole interesse è il rilievo che il cromosoma X di 
questa specie è del tipo 11 duplicato'', cioè è circa il 10 per cento in lun-
ghezza del totale del complerr.ento. Fino ad ora tale situazione era sti'l.ta 
trovata solo nei cricetidi. Durante la stessa ricerca si è anche potuto 
e seguire uno studio dei cromosomi meiotici della renna. 
5 - RICERCHE SULLA VARIABILITA' CROMOSOMICA DI POPOLAZIONI 
DI CELLULE TUMORALI E SULLA REPLICA DEL DNA CROMOSO-
MICO IN CELLULE TUMORALI (24, 25, 34, 36, 40, 41, 54, 55, 62, 
6 7). 
In una serie di pubblicazioni vengono descritti tre aspetti di un possibile 
approccio ad una migliore conoscenza della variabilità cromosomi.ca dei 
tumori. La variabilità cariotipica è stata analizzata in una serie di car-
cinomi. ovarici nella fase finale (in genere ascitica) ma non trattati, 
dato questo raro in letteratura. Dove possibile è stato analizzato l'effetto 
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del trattamento terapeutico citostatico su]a dinamica cromosomica 
degli stessi tumori, sia durante che dopo il trattamento stesso. E' 
stato così rilevato che il trattamento ha ulteriore effetto selettivo 
nella popolazione cellulare in genere, però senza effetti a lungo 
termine. E I stata studiata la permanenza in colture in vitro di cel-
lule tumorali e gli aspetti rrorfologici delle cellule coltivate sono 
stati confrontati con quelli delle cellule del turrore di origine. Due 
casi a sè stanti hanno fornito indicazioni interessanti per il pro-
blema generale della storia naturale dei turrori 0 In un caso di car-
cinoma ovarico non trattato è stata messa in rilievo un 1elevata fre-
quenza di rotture e riarrangiarnenti cromosomici in atto 0 Il fenomeno 
è stato osservato sia direttarrente in liquido ascitico e nel pezzo soli-
do che dopo coltura in vitro. Questo dirrostra che il fenomeno stesso 
è 11 spontaneam.ente 11 ricorrente e fa parte del 11fenotipo 11 di questo 
tumore. 
In un caso di cistoadenoma papillifero dell'ovario, istologicamente di 
tipo benigno con qualche segno di atipia, colture a beeve termine di 
cellule derivate dal tumore hanno rivelato la presenza di tre linee 
cellulari con cariotipo normale, con un extra cromosoma X C e con 
due extra cromosomi C. Questa chiara evidenza di incipiente evolu-
zione clonale ha fatto ritenere di aver colto in questo caso la manife-
stazione cromosomica di un iniziale evbluzione verso la malignità, 
in accordo con il quadro istologico. Questa è la prima dirrostrazione 
di evoluzione clonale in un tumore che non appartiene al gruppo delle 
neoplasie del sangue. 
La replicazione del DNA a livello cromosomico è stata studiata in 
cellule tumorali marcate in vivo, dopo breve incubazione ed in coltura 
m vitro. E' stato così dirrostrato per la prima volta la possibilità tecnica 
di e seguire ricerche di questo genere. La cronologia di replica di cellule 
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tumorali e cellule normali presenti negli stessi versamenti ascitici 
sono state tra loro corr.parate e si è dimostrato che le cellule tumorali 
hanno una più lenta capacità riproduttiva delle cellule normali. A li-
vello cromosomico sono stati dimostrati caratteristici 11 blocchi 11 caldi 
anormali (in rispetto ai cromosomi normali) e questo indica che alla 
notevole anarchia cariotipica corrisponde una anarchia della replica 
del DNA cromosomico con interi seg~nti crorrosomici 11 caldi' 1• Di 
interesse è stata la osservazione che le cellule femminili cariotipi-
camente normali che si trovano nei ver sa~nti ascitici tumorali dimo-
strano la presenza dell 1X "caldo". 
?ubblicazioni scientifiche e seguite nell 1ambito del Contratto Euratom- Università di Pav 
1 
2 
3 
4 
5 
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Evidence that Xg blood group genes are on the short arm of the X 
chromosome. (J. Lindsten1 M. Fraccaro 1 P. E. Polani, J 0 L. Ha-
merton, R. Sanger, R. R. Race) Nature, 197: 648-649, 1963. 
Tritiated thymidine incorporation in an isochromosome for the long 
arm of the X chromosone in man. (S. Mildal, C. w. Gil bert, L. G. 
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